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Tämän opinnäytetyön tarkoituksena oli testata 87 aiemmin suunnitellun DNA-
koettimen toimivuus LDR (Ligation Detection Reaction) -sirulla. Koettimet oli 
suunnitellut Atte Halttunen järvisedimentin mikrobistolle. Opinnäytetyö oli osa 
Euroopan aluekehitysrahaston YMLI-hanketta (A30175), jonka yhtenä tavoitteena 
on kehittää nopeita analyysimenetelmiä ympäristön mikrobien tutkimiseen. 
 
Koettimien toimivuus ja spesifisyys testattiin synteettisillä DNA-templaateilla. 
Tutkimuksessa käytettiin Biotekniikan Instituutissa (Helsingin yliopisto) sovellet-
tua LDR-sirutekniikkaa, jossa DNA-koettimesta muodostuu sirkulaarinen sen 
yhdistyessä kohde-DNA:n kanssa. Sirkulaarisuutta käytetään hyödyksi monista-
malla koetinta polymeraasiketjureaktion (PCR) avulla, jolloin tekniikan herkkyys 
paranee. PCR-tuotteen tuloksia tarkasteltiin agaroosigeelielektroforeesilla ja hyb-
ridisaatiolla LDR-sirulle. 
 
Opinnäytetyössä testatuista koettimista arvioitiin erinomaisiksi 38 %, hyviksi 22 
%, heikoiksi 18 %, epäspesifeiksi 8 % ja toimimattomiksi 14 %. Arviointi perus-
tui koettimien antaman signaalin vahvuuteen ja spesifisyyteen LDR-sirulla. Kun 
koettimien suunnittelijan arviot koettimien hyvyydestä otettiin myös huomioon, 
saatiin erinoimaisesti toimivia koettimia 19 ja hyviä 29. 
 
Testauksessa olosuhteiden optimointi oli työlästä ja muutamilla koettimilla toiste-
tut rinnkkaistestit antoivat ristiriitaisia tuloksia. Toimivia koettimia saatiin huo-
mattavasti vähemmän, kuin muiden samantyyppisten tutkimusten tulosten perus-
teella olisi voitu ennakoida. Lisäksi koettimien spesifisyydessä olisi ollut paran-
tamisen varaa, sillä seitsemän koetinta todettiin ”häiriköiksi”, jotka reagoivat vä-
hintään kymmenen eri templaatin kanssa. 
 
Tulevissa DNA-koetintestauksissa kannattaa käyttää jotakin kontrollikoetinta ja 
olosuhdetesteissä siruhybridisaatioita ja agaroosigeelielektroforeesia rinnakkain. 
Tässä työssä saatiin aikaiseksi yhdessä aiemman suunnittelutyön kanssa 48 käyt-
tökelpoista koetinta ja kehitettyä ympäristösirua eteenpäin, vaikka työtä riittääkin 
vielä ennen kuin kaupallinen tuote on valmis. 
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The aim of this bachelor’s thesis was to test how DNA probes act on LDR chip. 
The intention was also to develop a suitable application to screen environmental 
samples efficiently. This bachelor’s thesis was part of the YMLI-project 
(A30175), which was funded by the EU’s regional development trust. 87 DNA 
probes were designed by Atte Halttunen in his bachelor’s thesis to identify the 
diversity of microbes in a lake sediment. 
 
The function and spesificity of the probes were tested with synthetic DNA tem-
plates. The LDR microarray method used in this study was applied by the Institute 
of Biotechnology in Finland. In this method, probes are circularized in the pres-
ence of applicable target DNA. A circular DNA probe is amplified by Polymerase 
Chain Reaction (PCR) to improve the sensitivity of this method. The readout of 
the PCR was examined with an agarosegelelectroforesis and with hybridization 
onto an LDR microarray. 
 
Probes in this bachelor’s thesis were evaluated by the intensity of the signal and 
the spesifity of the probe. 38 % of the probes were evaluated as excellent, 22 % as 
good, 18 % as week, 8 % as unusable and 14 % nonfunctional. When the evalua-
tion of the designer was also considered, there were 19 excellent and 29 good 
probes. 
 
Optimizing the conditions of the ligation reaction and the PCR was effortful and a 
few tests with similar conditions and probes gave different results. From this con-
tradiction the conclusion can be drawn that the method did not work as reliably as 
was hoped. There were much less workable probes than expected by the results of 
other similar studies. The spesifity of the probes could have been better consider-
ing those seven probes which were evaluated as unusable because they worked at 
least with ten wrong templates. In future testing of DNA probes it is worthwhile 
to use a reference probe to control the positive signal of the reaction. Also using 
agarosegelelectroforesis and hybridization on an LDR microarray simultaneously 
is recommendable when optimizing of conditions in the ligation reaction and the 
PCR.This study helped to develop the environmental microarray but there is still 
much to be done before it is commercialized. 
 
Key words: DNA microarrays, Ligation Detection Reaction (LDR), environmen-
tal analysis 
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 1 JOHDANTO 
DNA-sirut koostuvat kiinteälle yleensä lasiselle alustalle samansuuntaisesti ja 
rinnakkain kiinnitetyistä DNA-molekyyleistä. Niiden avulla mikrobiekologia ja 
geenien tutkimus on saanut uudenlaisen ulottuvuuden. Vuonna 1995 Schenan ja 
kumppaneiden kehittämä DNA-sirusovellus tutki 64 eri lituruohon geenin ilme-
nemistä. Sen jälkeen DNA-siruteknikka ja sovellusten määrä on kehittynyt hui-
masti. (Shiu & Borevitz 2008, 141.) 
 
Perinteisiä tekniikoita mikrobien monimuotoisuuden ja aktiivisuuden tutkimiseen 
ovat muun muassa mikrobien vilejelyyn sekä rikastamiseen perustuvat menetel-
mät, solujen värjäys, aineenvaihduntatuotteiden mittaukset, rasvahappokoostu-
muksen määritykset, gram-värjäys, solun ulkomuodon arvionti ja soluhengityksen 
tuotteiden tutkimukset. Mikrobien viljelyyn perustuvat menetelmät eivät sovellu 
ympäristönäytteiden mikrobien monimuotoisuuden tutkimiseen, sillä vain 1 % 
niistä on viljeltävissä laboratorioissa (Sebat, Colwell & Crawford 2003, 4927). 
(Clark, Dunlap, Madigan & Martinko 2009, 364, 386, 653666.)  
 
DNA:n monistaminen polymeraasiketjureaktion (Polymerase Chain reaction, 
PCR) avulla ja sekvensoinnin automatisoituminen olivat suuria teknisiä läpimur-
toja ympäristön mikrobien tutkimuksessa 1980-luvulla. Polymeraasketjureaktion 
avulla yhdestä DNA-molekyylistä voidaan tehdä jopa miljardikertaisesti kopioita. 
454-sekvensointi (pyrosekvensointi) on vienyt sekvensoinnin uudella tasolle 
2000-luvulla. Tekniikka mahdollistaa valtavien tietomäärien tuottamisen ja pul-
lonkaulana onkin tiedon käsittely. (Petrosino, Highlander, Luna, Gibbs & Versa-
lovic 2009.) 
 
DNA-sirut mahdollistavat tehokkaan ympäristön mikrobiston tutkimiseen, koska 
niiden avulla voidaan tutkia tuhansia ja jopa miljoonia geenejä yhtä aikaa (Shiu & 
Borevitz 2008, 141). Ne ovat myös edullisempi menetelmä verrattuna sekvensoin-
tiin tai viljelyyn (Hultman, Ritari, Romantschuk, Paulin & Auvinen 2008) ja nii-
den avulla voidaan tutkia tehokkaasti ja tarkasti useita näytteitä samanaikaisesti 
(Busti ym. 2002). DNA-siruja voidaan käyttää eri geenien ilmenemisen tutkimi-
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seen, mikrobien tunnistamiseen genomisen DNA:n avulla, populaation genetiik-
kaan ja toiminnalisten geenien havainnointiin (Sei, Inaba, Upadhye, Inoue & Ike 
2009, 97). 
 
Tämän opinnäytetyön tarkoituksena oli testata 87 aiemmin suunnitellun DNA-
koettimen toimivuus ja spesifisyys LDR (Ligation Detection Reaction) -sirulla. 
Koettimet oli suunnitellut Atte Halttunen keväällä 2010 ja ne oli suunniteltu indi-
koimaan järvisedimentin mikrobiston diversiteetin muutoksia. Tässä tutkimukses-
sa käytettiin Biotekniikan instituutissa sovellettua herkkää LDR-sirutekniikkaa. 
Koettimien toimivuutta arvioitiin agaroosigeelielektroforeesin avulla ja hybridi-
saatiolla LDR-sirulle. Agaroosigeelielektroforeesikokeiden tarkoituksena oli 
avoida koettimien toimivuus niitä vastaavan synteettisen DNA:n kanssa ja siruko-
keilla oli tarkoitus arvioida toimivuuden lisäksi koettimien spesifisyyttä.  
 
Tutkimus oli osa YMLI-Uudet ympäristömittausmenetelmät liiketoimintamahdol-
lisuutena -hanketta (A30175), jonka tarkoituksena on muun muassa kehittää 
DNA-lähtöisiä analyysimenetelmiä ympäristön mikrobiston tutkimiseen. Lisäksi 
tarkoituksena on parantaa oppilaitosten ja yritysten yhteistyötä, jotta menetelmät 
voidaan siirtää suoraan käytäntöön. Hankkeen toteuttajia ovat muun muassa Hel-
singin yliopiston Ympäristötieteiden laitos (hallinnoija), Biotekniikan Instituutti, 





2 DNA-SIRUANALYTIIKKA YMPÄRISTÖN MIKROBIEN 
ANALYSOINNISSA 
DNA-sirujen toiminta perustuu kahden yksijuosteisen ja sekvensseiltään komple-
mentaaristen eli keskenään vastaavien DNA-jaksojen hybrisoitumiseen keske-
nään. DNA-sirujen kaksi yleisintä muunnosta ovat cDNA (complementary DNA) 
-sirut ja oligonukleotidisirut. Niiden suurin ero on kiinteälle alustalle printattujen 
DNA-molekyylien pituudessa. cDNA-siruissa käytetään pitkiä (1000 nt) DNA-
koettimia ja oligonukleotidisiruissa lyhyitä (noin 25 nt) koettimia. Monien kaupal-
listen sirujen oligot syntetisoidaan suoraan lasille. Molemmissa sovelluksissa 
fluoresoivalla aineella leimattua kohde-DNA:ta (templaattia) hybridisoidaan suo-
raan sirulle, jolloin koettimia vastaavat DNA-palat voidaan havaita (kuvio 1). 
DNA-siruille on kehitetty useita sovelluksia ympäristön mikrobien analysoinnissa 
(taulukko 1). (Gabig & Wêgrzy 2001, 615616.)  
 
 





TAULUKKO 1. DNA-sirujen sovelluksia ympäristön analysoinnissa 
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cDNA-siruja käytetään yleensä geenien toiminnan ilmenemisen vertailuun vähin-
tään kahden erilaisen näytteen välillä. Ympäristösovelluksissa niitä on käytetty 
kasvien geenien ilmenemisen tutkimiseen erilaissa kasvualustoissa esimerkiksi 
fytoremediaatio-tekniikan kehittämistä varten (Chiang ym. 2006) (taulukko 1). 
cDNA-sirulle on printattu yleensä puhdasta PCR-tuotetta, joka on peräisin 
cDNA:sta. Templaattina taas käytetään suoraan lähetti-RNA:ta tai siitä kopioitua 
cDNA:ta, jotta saadaan selville, mitkä näytteessä olevista geeneistä on toiminnas-
sa. Vertailtavien näytteiden templaatit värjätään kahdella eri fluoresoivalla leimal-
la, jotta eri näytteistä peräisin olevat signaalit erotetaan toisistaan sirulla. Teknii-
kassa rajoittavana tekijänä on templaatti-RNA:n riittävä määrä sekä koettimien 
kyky havaita vain spesifit templaatit. (Murphy 2002, 259–261.) 
 
Oligonukleotidisiruja voidaan käyttää jonkin mikrobiyhteisön dynamiikan tarkas-
teluun esimerkiksi 16S rRNA geenin avulla (fylogeneettiset sirut), jollainen on 
kehitetty esimerkiksi öljyllä pilaantuneiden arktisten maaperien bakteerien tutki-
mukseen (Yergeau 2009) (taulukko 1). Oligonukleotidisiruja käytetään myös tut-
kittaessa mikrobiyhteisössä tapahtuvia biologisia toimintoja (funktionaaliset si-
rut). Tällainen on Hen ja kumppaneiden kehittämä GeoChip, joka sisältää yli 
10 000 koetinta erilaisiin biokemiallisiin toimintoihin liittyen. GeoChip-siruja on 
käytetty muun muassa syvänmeren savuttajien mikrobiyhteisöjen aineenvaihdun-
nallisen monimuotoisuuden tutkimiseen (Wang 2008) ja metsittämisen vaikutuk-
sen tutkimiseen toiminnallisten geenien ja biokemiallisten prosessien koostumuk-
sessa Etelä-Amerikan ruohotasangoilla (Berthrong 2009) (taulukko 1). Oligonuk-
leotidisirujen ongelmana on niiden alhainen havaitsemisherkkyys, joka on vain 1 
%:n osuus kokonais-DNA:sta sekä, suhteellisen huono spesifisyys, minkä takia ne 






2.1 LDR-sirut ja niiden toimintaperiaate 
LDR (Ligation Detection Reaction) -sirutekniikka perustuu DNA- ligaatioreaktion 
erottelukykyyn, koska ligaasientsyymi vaatii lähes täydellisen komplementaari-
suuden yhdistymiskohdassa juosteiden välillä, jotta kovalenttinen sidos koettimien 
päiden välille voi syntyä (Hultman ym. 2008). DNA- ligaatioreaktiossa kaksi vie-
rekkäistä ja kohde-DNA:han täydellisesti sopivaa koetinta ligoituvat eli yhdistyvät 
toisiinsa, mikä voidaan havaita fluoresoivan leiman avulla LDR-sirulta. LDR-sirut 
ovat universaaleja oligonukleotidisiruja. Universaalin sirusta tekee se, että koetti-
mien sijasta siihen on kiinnitettynä zip-koodioligoita, joiden avulla koettimet voi-
daan tunnistaa sirulla niiden sijainnin perusteella. Jokaista koetinta vastaa siis yksi 
zip-koodi ja niitä voidaan käyttää minkä tahansa koetinsarjan kanssa. (Busti ym. 
2002.) (Kuvio 3.) 
 
LDR-sirutekniikasta on useita sovelluksia. Koettimet voivat yhdistyä yhdeksi li-
neaariseksi koettimeksi, joka ligaation jälkeen hybridisoidaan suoraan sirulle 
(Busti ym. 2002; Castiglioni ym. 2004; Hultman ym. 2008) tai kuten tässä tutki-
muksessa on menetelty, ligaatiossa koettimet muodostavat yhden sirkulaarisen 
DNA-jakson, jota voidaan monistaa PCR:n avulla ligaation jälkeen menetelmän 
herkkyyden parantamiseksi (Akhras, Thiyagarajan, Villablanca, Davis, Nyrén & 
Pourmand 2007).  
 
PCR-monistamista varten tarvitaan alukkeet, jotka on suunniteltu vastaamaan 
templaatti DNA:ta, DNA-polymeraasia ja deoksinukleotideja. PCR tapahtuu kol-
messa vaiheessa. Ensin malli-DNA:n eli templaatin kaksoisjuoste aukeaa korkean 
lämpötilan vaikutuksesta, sen jälkeen lämpötilan laskiessa alukkeet kiinnittyvät 
templaattiin, minkä jälkeen lämpötila taas nousee ja DNA-polymeraasi täydentää 
templaatti-DNA:lle vastinjuosteen. Ensimmäisen kierroksen jälkeen yhdestä 
templaatti-DNA pätkästä on siis muodostunut kaksi identtistä DNA-pätkää. Näitä 





-kertaisesti. Edellisen kierroksen kopioista tulee seuraavan kier-




LDR-sirutekniikassa koettimien suunnitelu on keskeisessä asemassa. LDR-
koettimet koostuvat kahdesta osasta, jotka ovat erotteleva osa (Discriminating-
probe, D-koetin) ja yleinen osa (Common-probe, C-koetin). D-koetin valitaan 
siten, että sen 3’-päähän tulee halutusta sekvenssistä täysin yksilöllinen kohta, 
joka eroaa vähintään yhden nukleotidin verran epäspesifisistä sekvensseistä (ku-
vio 2). Ligaatio eli yhdistyminen tapahtuu ainoastaan silloin, kun koettimien välil-
lä on täydellinen vastaavuus kohde-DNA:n kanssa. C-osa suunnitellaan jatkumaan 
suoraan siitä, mistä D-osa päättyy. Jos C-osa sattuu alueelle, joka ei ole yhtenevä 
kaikkien kohdesekvenssien kanssa, täytyy D-osa hylätä ja suunnitella se johonkin 
toiseen kohtaan. Yleensä koetinsuunnittelussa käytetään kohde-DNA:na useasta 
sekvenssistä muodostettua linjausta, riippuen halutaanko koettimen toimivan laji- 
tai ryhmätasolla. Riittävän yksilöllisten sekvenssipätkien löytäminen voi kuitenkin 




KUVIO 2. Esimerkki koettimien suunnittelusta ja D-koettimen 3’ päässä olevasta 
erottelevasta nukleotidista (Busti ym. 2002) 
 
LDR-koettimien toiminta perustuu täydelliseen sekvenssien vastaavuuteen etenkin 
D-koettimen (kuviossa 3 probe 1) 3’-pään viimeisessä nukleotidissa. D-koettimen 
5’-päässä on fluoresoiva leima ja C-koettimen (kuviossa 3 probe 2) päässä on zip-
koodi. Kun kohde-DNA:ssa on täydellinen sekvenssien vastaavuus, D- ja C-
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koetin ligoituvat eli yhdistyvät ligaatioreaktion avulla toisiinsa. Kun ligaatio-
olosuhteita toistetaan ja käytetään hyvin lämmön kestävää entsyymiä, saadaan 
ligoitunutta koetinta moninkertainen määrä kohde-DNA:han nähden. Ligaation 
jälkeen saatu tuote hybridisoidaan sirulle zip-koettimien avulla, jolloin ligoituneet 
koettimet havaitaan fluoresoivan leiman avulla. Jokaisessa sirulla olevassa koh-
dassa (spot) on oma zip-koodi, jonka avulla koettimet tunnistetaan toisistaan. Li-
säksi hybridisaatiossa käytetään kontrollikoetinta, jonka avulla arvioidaan sirun 
sekä hybridisaation onnistumisen laatua. Kontrollikoettimessa oleva leima havai-




KUVIO 3. Kuvaus LDR-tekniikan toimintaperiaattesta (Hultman ym. 2008) 
2.2 MIP (Molecular Inversion Probe)-tekniikka ja universaalit DNA-sirut 
MIP-tekniikassa käytettäviä koettimia kutsutaan nimellä MIP (Molecular Inversi-
on Probe) tai ”Padlock Probe”. MIP-koettimet eroavat LDR-koettimista siten, että 
koettimien väliin on jätetty yhden emäksen aukko koettimien yhdistyessä kohde-
DNA:han (”H1 ja H2” kuviossa 4, kohdassa A). ”Padlock Probe”-koettimissa 
tällaista aukkoa ei käytetä. MIP-tekniikassa tämä aukko täytetään puuttuvalla nu-
keotidilla ennen ligaatiota. Lisäksi koettimiin on lisätty zip-koodi (”Barcode” ku-
viossa 4, kohdassa A) ja PCR-alukkeiden (”U2 ja U1” kuviossa 4, kohdassa A) 
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sekvenssit, joiden väliin on lisätty restriktioentsyymin katkaisukohta (”R” kuvios-
sa 4, kohdassa A). Zip-koodien avulla koettimet tunnistetaan universaalilta DNA-
sirulta. Menetelmässä koetin on ensin lineaarinen, jolloin kohde-DNA:n kanssa 
komplementaariset sekvenssit (H1 ja H2) ovat koettimen päissä (kuvio 4, kohta 
A). Kun koetin ligoituu kohde-DNA:n kanssa, koettimen väliin jäävä aukko täyte-
tään G-nukleotidilla ja koettimesta muodostuu sirkulaarinen yksijuosteinen DNA 
(kuvio 4, kohta B). Tämän jälkeen restriktioentsyymi katkaisee muodostuneen 
sirkulaarisen juosteen (kuvio 4, kohdat C ja D), minkä jälkeen koetin on lineaari-
nen ja ”käännetty” (inverted), ja sen päissä on PCR-alukkeiden kiinnittymispaikat 
(U1 ja U2), joista PCR-reaktio voi alkaa (kuvio 4, kohta E). Alukkeista toinen 
(kuviossa 4 U2) on leimattu, ja sen avulla monistettu ligaatiotuote voidaan lopulta 
havaita sirulta. Ligoituneet koettimet voidaan tunnistaa zip-koodien avulla myös 
sekvensoimalla, mutta suurien näytemäärien kanssa hybridisaatio sirulle on te-
hokkaampi menetelmä. (Akhras ym. 2007.) 
 
 
KUVIO 4. Kuvaus MIP-koettimien ja PCR:n avulla tehdystä ligaatio reaktiosta 
(Akhras ym. 2007) 
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2.3 LDR-sirujen soveltuminen ympäristötutkimukseen 
LDR-siruja on käytetty tunnistamaan eri bakteeriyhteisöjä luokkatasolla (Busti 
ym.2002) sekä lajitasolla sieniä kompostinäytteistä (Hultman ym. 2008) (taulukko 
1). Lisäksi LDR-tekniikkaa on käytetty syanobakteerien tunnistamiseen sukutasol-
la (Castiglioni ym. 2004) ja hepanotoksiinia tuottavien syanobakteerien tunnista-
miseen mikrokystiinin (mcyE) ja nodulariinin synteesiin osallistuvien geenien 
(ndaF) avulla (Rantala 2008). 
 
LDR-tekniikan on havaittu olevan erittäin herkkä menetelmä havaitsemaan sek-
vensseissä jopa yhden nukleotidin eroja. Tämän takia tekniikka sopii erittäin hy-
vin lajitason mikrobien tunnistamiseen, koska sillä tasolla DNA-sekvenssit eroa-
vat hyvin vähän toisistaan ja riittävän yksilöllisiä sekvenssejä on vaikea löytää, 
jopa LDR-koettimille. (Busti ym. 2002.) Zip-koodien ansiosta samoja siruja voi-
daan käyttää eri koettimien kanssa yhtenevissä hybridisaatio-olosuhteissa (Hult-
man ym. 2008).  
 
Akhras ym. (2007) ovat saaneet MIP-tekniikalla havaitsemisrajaksi 100 fg puh-
dasta plasmidia ja 100 pg plasmidia (0,01 fmol plasmidia n. 8000 bp), kun muka-
na on 200 ng tausta-DNA:ta. Hultman ym. (2008) ovat määrittäneet LDR-
sirutekniikalla havaitsemisrajaksi 0,1 fmol, kun mukana on ollut 100 ng tausta-
DNA:ta. Tulos vastaa 0,04 %:n herkkyyttä, kun taas oligonukleotidisirujen ylei-
nen herkkyystaso on noin 1 %:n tasolla (Hultman ym 2008). Castiglionin ym. 
(2004) tutkimuksessa LDR-sirun havaitsemisrajaksi saatiin 1 fmol monistettua 
templaatti DNA:ta. Menetelmää (MIP-tekniikka), jossa käytetään hyväksi ligaa-
tiotuotteen monistamista PCR:n avulla, voidaan siis pitää jonkin verran herkem-
pänä varrattuna ligaatiotuotteen hybridisoimista suoraan universaalille sirulle.  
 
Hultman ym. (2008) testasivat 14 koetinta, jotka oli suunniteltu sienten ITS (in-
ternal transcribed spacer) -alueelle. Näistä koettimista kolme todettiin toimimat-
tomiksi ja yksi antoi erittäin heikon signaalin väärän templaatin kanssa. Koettimia 
voitiin siis pitää erittäin spesifisinä. Castglioni ym. (2004) testasivat 19 eri syano-
bakteeriryhmille spesifiä koetinta 95 syanobakteerinäytteellä ja kaikki koettimet 
toimivat odotetusti. Akhras ym. (2007) testasivat 24 MIP-koetinta, joista kaikki 
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toimivat oman kohde-DNA:n kanssa ilman vääriä signaaleja. Hultman ym. (2008) 
testasivat koettimia myös ympäristönäytteillä. Kun templaattina käytettiin 10 ng 
eristettyä genomista DNA:ta, ainoastaan kolme kymmenestä näytteestä todettiin 
toimivan. Kun genomisesta DNA:sta ensin monistettiin ITS-aluetta, jota sitten 
käytettiin templaattina, saatiin tulokset kaikista näytteistä. Rajoituksena menetel-
mässä on, että DNA:n monistamisen takia sirutuloksia ei voida käyttää templaatin 
määrän arvioimiseen näytteessä. Hultman ym. (2008) tutkivat LDR-
sirumenetelmän rinnalla ympäristönäytteet geenikirjasto-menetelmällä ja tulokset 
olivat suurimmaksi osaksi verratavissa. Muutaman näytteen kohdalla vain toinen 
menetelmistä havaitsi joitakin lajeja. 
 
LDR-sirutekniikassa käytettävien universaalien DNA-sirujen hyötynä on, että 
kaikille koetinpareille sopivat samat siruhybridisaatio-olosuhteet, koska ne mää-
räytyvät zip-koodien perusteella, ja uusien koettimien lisääminen sirulle on yksin-
kertaista. Perinteisissä oligonukleotidisiruissa on hankaluutena usein suunnitella 
suuri määrä koettimia, joille kaikille sopivat samat hybridisaatio-olosuhteet. Kui-
tenkin haittana siruissa on, että niissä on yksi työvaihe (ligaatio) enemmän hybri-
disaation lisäksi. MIP-tekniikassa on vielä enemmän työvaiheita hybridisaation 




3 TESTAUKSESSA KÄYTETYN TEKNIIKAN YLEISKUVAUS 
Tutkimuksessa käytetty menetelmä on sovellettu ympäristömikrobiologiaan-
Biotekniikan Instituutissa (Helsingin yliopisto) ja siinä yhdistyvät LDR- ja MIP–
sovellukset. Tutkimuksessa käytetyn tekniikan eri vaiheet on esitetty järjestykses-
sä kuviossa 5. 
 
 
KUVIO 5. Tutkimuksessa käytetyn tekniikan yleiskuvaus 
Koettimien yhdistäminen (luku 3.1) 
- Kaksi lyhyttä palaa, joiden syntetisoiminen on hel-
pompaa ja halvempaa, yhdistetään yhdeksi pitkäksi 
Ligaatio (luku 3.2) 
- Koetin yhdistyy itsensä kanssa tunnistaes-
saan (hybridisoituessaan) templaatti-DNA:n 
- Koettimesta muodostuu sirkulaarinen DNA 
Eksonukleaasi I –käsittely (luku 3.2) 
- Reaktiosta pilkotaan ligaatoitumattomat 
koettimet pois 
PCR (luku 3.2) 
- Ligaatoitunutta koetinta monistetaan 
- Flueresoiva leima kiinnittyy samalla PCR-
tuotteeseen 
Lambda Eksonukleaasi – käsittely 
(luku 3.3) 
- PCR-tuote puretaan yksijuosteiseksi 
Agaroosigelielektroforeesi  
(luku 3.3) 
- Halpa tapa tarkastaa saatu PCR-
tuote 
Hybridisaatio ja sirun skannaus 
(luku 3.3) 




3.1 Koettimien yhdistäminen 
Testattavista koettimista 73 oli suunniteltu bakteereille ja 14 arkeille. Arkkikoet-
timien tunnuksena käytettiin numeroinnin lisäksi kirjainta A ja bakteerikoettimien 
B. Koettimista 43 oli suunniteltu lajitasolle, 39 sukutasolle, 4 heimotasolle ja yksi 
lahkotasolle. Koettimien suunnittelussa oli käytetty järvisedimenttinäytteistä saa-
tua sekvensointiaineistoa. Koettimet ja niiden sekvenssit sekä biologinen alkuperä 
on esitetty liittessä 1. (Halttunen 2010.)  
 
Testauksessa käytetty synteettinen DNA oli yksijuosteista ja noin 50 emäksen 
pituista DNA:ta, joka oli suunniteltu vastaamaan koettimien emäsjärjestystä.  
Koettimet oli syntetisoitu kahdessa noin 60 emäksen osassa, jotta niiden laatu 
saatiin pysymään riittävän hyvänä. Erikseen syntetisoidut osat yhdistettiin, jolloin 
saatiin 115-125 emästä pitkiä ja yksijuosteisia koettimia.  
 
Koettimet muodostuvat C- ja D-osista (kuvio 6). C-koetin, ZIP ja D-koetin ovat 
spesifit jokaiselle koettimelle. C- ja D- osat on suunniteltu vastaamaan kohde-
DNA:ta. Zip-koodin avulla koetin kiinnittyy oikeaan kohtaan (spot) universaalilla 
LDR-sirulla. RP- ja UP-alukkeiden kiinnittymispaikat ovat samanlaiset kaikissa 
koettimissa. RP- ja UP-alukkeet on suunniteltu niin, että ne eivät vastaisi kohde-
DNA:n sekvenssejä, jotta PCR:ssä ei monistuisi mitään ylimääräistä. Koettimet ja 
syntettinen DNA tilattiin Bioneeriltä (Etelä-Korea). Koettimet yhdistetään RP-
alukkeen ja T4 ligaasi-entsyymin avulla. T4 ligaasi-entsyymi muodostaa osien 3’ 
ja 5’ päiden välille fosfodiesterisidoksen, jolloin osat kiinnittyvät toisiinsa.  
 
Akhras ym. (2007) esittelivät tekniikan, jolla kaksi lyhyttä koetinpalaa yhdistetään 
yhdeksi pitkäksi pätkäksi. Heidän käyttämänsä tekniikka eroaa tässä työssä käyte-
tystä siten, että he lisäsivät yhdistymisreaktioon myös C- ja T-nukleotideja sekä 
polymeraasia, jotta mahdollinen osien väliin jäävä aukko täydentyisi, mikäli nii-
den syntetisointi ei olisi onnistunut täydellisesti osien päissä. Akhras ym. (2007) 
testasivat yhdistämismenetelmää ja saivat parhaan lopputuloksen, kun koettimen 
molempia osia ja RP-aluketta käytettiin saman verran sekä reaktioon lisättiin nuk-




KUVIO 6. Koettimen osat ennen yhdistämistä 
3.2 Ligaatiosta PCR-monistukseen  
Ligaatiossa koettimet yhdistyvät kohde-DNA:n kanssa (kuvio 7). Koettimen päis-
sä olevat C- ja D-osat yhdistyvät templaattiin, jolloin koetin ligoituu sirkulaari-
seksi. Anneling-lämpötilaa ja -aikaa muuttamalla saadaan ligaatio-olosuhteita 
säädeltyä tiukemmiksi tai sallivimmiksi. Mitä korkeampi on annealing lämpötila, 
sitä spesifisemmin koettimet ligoituvat. Lämpötila pyritään säätämään niin, että 
ligaatiotuotetta saadaan mahdollisimman paljon ilman, että spesifisyys kärsii. 
 
Ligaation jälkeen Eksonukleaasi I–entsyymi tuhoaa reaktiosta kaikki ligoitumat-
tomat koettimet. Koska Eksonukleaasi-entsyymi pilkkoo yksijuosteista DNA:ta 3’ 
päästä 5’ päähän, se ei pysty pilkkomaan sirkulaarista DNA:ta, jossa ei ole vapaa-
ta 3’-OH päätä. (Thermo Fisher Scientific Inc 2010.) 
 
Eksonukleaasi I -käsittelyn jälkeen ligoitunutta koetinta monistetaan PCR:n avul-
la, jotta mahdollisimman pieni määrä kohde-DNA:ta voitaisiin havaita sirulla. 
Menetelmässä käytetyssä PCR:ssä templaatti-DNA on sirkulaarista ja käytetyt 
alukkeet ovat leimattuja (kuvio 7). RP-alukkeen 5’ päässä on fosfaattileima ja UP-
alukkeen 5’ päässä Cy3-leima. Fosfaattileiman avulla PCR:ssä kopioituneet kak-
soisjuosteet saadaan purettua yksijuosteisiksi ennen sirulle hybridisaatiota ja Cy3-
leiman avulla hybridisoituneet PCR-tuotteet havaitaan sirulta. Templaatin sirku-
laarisuuden ja alukkeiden leimojen takia DN- polymeraasin toiminta hankaloituu.  
 
PCR:n ensimmäisellä kierroksella RP-P aluke kiinnittyy sirkulaariseen templaat-
tiin ja muodostaa alkuperäiselle juosteelle kopion eli komplementaarisen juosteen 
(kuvio 7). Toisesta kierroksesta alkaen myös UP-Cy3-aluke kiinnittyy komple-
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mentaariseen juosteeseen, mistä eteenpäin alkaa muodostua lineaarista ja kaksi-
juosteista DNA palaa (kuvio 7). 
 
 
KUVIO 7. Ligaation ja PCR:n vaiheet 
 
PCR:ssä kopioituvat ainoastaan ligoituneet koettimet, koska alukkeet eivät kykene 
monistamaan ligoitumattomia. Kun RP-P aluke kiinnittyy ligoitumattomaan koet-
timeen, alkaa DNA-polymeraasi rakentaa komplementaarista juostetta UP-Cy3-
alukkeen kiinnittymiskohdasta vastakkaiseen suuntaan. Tällöin muodostuva juoste 
ei pysty monistumaan enää toisella kierroksella, koska siinä ei ole UP-Cy3-






KUVIO 8. Ligoitumattoman koettimen PCR 
3.3 PCR-tuotteiden tarkastaminen 
PCR:n jälkeen tulos voidaan tarkastaa kahdella tavalla: agaroosigeelielektroforee-
silla tai hybridisoimalla sirulle. Agaroosigeelielektroforeesilla nähdään ainoas-
taan, toimiiko koetin vai ei käytettyyn templaattiin. Menetelmä soveltuu hyvin, 
jos käytetään jokaisessa reaktiossa yhtä koetinta ja yhtä templaattia. Tämän lisäksi 
PCR-tuote voidaan tarkistaa agaroosigeelin avulla ennen sirulle hybridisaatiota, 
kun halutaan tarkastaa saadun tuotteen puhtaus ja määrä silmämääräisesti, jotta 
sirulle ei turhaan hybridisoida epäonnistunutta tuotetta. 
 
Ennen sirulle hybridisaatiota Lambda Eksonukleaasi -entsyymin avulla kaksijuos-
teiset PCR-tuotteet puretaan yksijuosteisiksi, jotta komplementaarinen juoste ei 
turhaan kilpailisi sirulla hybridisoituvan juosteen kanssa. Lambda Eksonukleaasi  
-entsyymi poistaa kaksijuosteista DNA:sta fosforyloidun juosteen. Tästä syystä 
toisessa PCR-alukkeessa käytetään fosfaatti-leimaa. Käsittelyn jälkeen saatu tuote 
voidaan suoraan hybridisoida sirulle. Ennen hybridisaatioliuoksen pipetoimista 
lasille se denaturoidaan, jotta yksijuosteiset keskenään hybridisoituneet DNA-
pätkät avautuisivat. 
 
Käytetyt LDR-sirut olivat Arrayitiltä (CA, USA), jossa ne myös printattiin. Tar-
vittavat zip-oligot tilattiin Bioneerilta (Etelä-Korea), josta ne toimitettiin Arrayitil-
le printattavaksi siruille. Käytetyt sirut olivat lasia, ja niissä oli 16 subarrayta eli 
keskenään identtistä alasirua, joille jokaiselle voitiin hybridisoida yksi näyte. Yh-
delle sirulle mahtui siis 16 näytettä. Katkoviivalla merkityt subarrayt eivät todelli-
suudessa erottuneet silmällä täysin kirkkaasta lasista (kuvio 9). Käytettyjen lasien 
laatu oli erittäin hyvä. Jokaista koetinta vastasi kolme kohtaa eli spottia, joten yh-




KUVIO 9. Kaaviokuva käytetyistä universaaleista LDR-laseista  
 
Hybridisaatio tapahtuu yleensä puskuriliuoksessa, jossa on suoloja natriumsitraa-
tin (SSC) muodossa, puhdistusainetta, kuten natriumdodekyylisulfaattia (SDS) ja 
taustana epäspesifiä DNA:ta. Hybridisaatiolämpötila on 10–15 C alhaisempi kuin 
hybridisoitavien DNA-sekvenssien sulamislämpötila. Hybridisoitavaa liuosta voi-
daan pipetoida sirulle 20 l:sta alkaen jopa millilitroihin. Lasin päällä käytetään 
kammioita, teippiä tai molempia, jotta liuoksen lämpötila pysyy vakiona eikä lasi 
pääse kuivumaan. Hybridisaatioaika voi vaihdella parista tunnista yön yli inku-
bointiin. (Wong 2005, 20-21.) 
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4 MATERIAALIT JA MENETELMÄT  
4.1 Testijärjestelyt 
Testauksen kohteena oli 87 koetinta, joiden toimivuus ja spesifisyys haluttiin sel-
vittää. Toimivuutta testattiin agaroosigeelielektroforeesin avulla ja spesifisyyttä 
sirutesteillä. Agaroosigeelielektroforeesin avulla oli tarkoitus selvittää, toimiiko 
koetin vastaavan synteettisen DNA:n kanssa vai ei, jolloin kaikki varmasti toimi-
mattomat koettimet olisi voitu jättää sirutestauksen ulkopuolelle ajan ja rahan 
säästämiseksi. 
 
Kuviosta 10 selviää käytetty testijärjestely. Agaroosigeelielektroforeesi menetel-
mällä testattaessa jokaiseen ligaatioreaktioon laitettiin yhtä koetinta ja sitä vastaa-
vaa synteettistä DNA:ta. Koska agaroosigeeliltä saatava tulos kertoo ainoastaan 
toimiko koetin vai ei, yhteen reaktioon ei kannata yhdistää useampaa koetinta, 
koska silloin ei voida tietää, mikä koettimista toimii kyseessä olevan templaatin 
kanssa. LDR-siruille tehtävissä testeissä yhteen ligaatioreaktioon laitettiin kaikki 






KUVIO 10. Testijärjestely 
 
Agaroosigeelitestauksessa koettimet testattiin kuudessa erässä:  
 
1. A1-A14 






Siruvaiheessa testattiin 32 templaattia kerrallaan yhteensä kolmessa erässä, joista 
jokaisessa hybridisoitiin kaksi sirua (lasia). Erät olivat 
 
1. A1-A14 + B1-B19 (30.9.) 
2. B20-B55 (8.10.) 
3. B56-B81 (13.10.). 
 
Lisäksi kolmannessa erässä uusittiin muutama aiemmin testattu koetin (B20-B26 
ja A1-A2) rinnakkaistestinä tulosten varmistamiseksi.  
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4.2 Koettimien yhdistäminen 
Jokainen koetin yhdistettiin omassa reaktiossa. Yhdistymisreaktiot tehtiin 20 l:n 
tilavuudessa, johon laitettiin 2 l 10 x T4 puskuria, 2 l 100 M RP-aluketta 
(Oligomer), 2 l 100 M koetinta osa1 (Bioneer), 2 l 100 M koetinta osa 2 
(Bioneer) ja 11 l vettä. Ennen entsyymin lisäämistä reaktioita inkuboitiin 95 
C:ssa 1 minuutti, minkä jälkeen lämpötilan annettiin laskea hitaasti 0,1 C/s 15 
C:seen. Tässä annealing-reaktiossa RP-aluke yhdistyi osien 1 ja 2 vastaavan RP-
alukkeen kiinnittymiskohdan päälle. Tämän jälkeen lisättiin T4 DNA ligaasia 
(Fermentas) 1 l (5 U), minkä jälkeen ligaatio-ohjelman (25 C 15 min ja 65 C 
10 min) aikana entsyymi kiinnitti osat yhteen. Koettimien oletettiin yhdistyvän 
100-prosenttisesti oikein, jolloin saadussa yhdistymisreaktiossa oli yhdistynyttä 
koetinta 10 pmol/ l. Sirutestausta varten koettimet yhdistettiin uudelleen (8.9.), 
koska yksijuosteista koetinta oli sulatettu pakastimesta useaan kertaan, jolloin oli 
syytä epäillä koettimien pitoisuuden alentuneen. 
4.2.1 Ligaatiot 
Agaroosigeelielektroreesi- ja sirutestauksessa oli käytössä sama reaktioseos, mutta 
eri ligaatio-ohjelmat. Ligaatioreaktiot tehtiin 20 l:n tilavuudessa, johon tuli 2 l 
10 x Taq DNA ligaasi puskuria, 1 l 600 mM TMAC (tetrametyyliammoniumklo-
ridi), 1 l 110 ng/ l Herrings DNA:ta (Sigma), 1 l (6 U) Taq DNA-ligaasia 
(NEB), 1-3 l koetinta à 250 fmol, 1 l synteettistä DNA templaattia ja loput vet-
tä. Agaroosigeelielektroforeesitesteissä synteettistä DNA templaattia käytettiin 
100 fmol ja sirutesteissä 10 fmol. Olosuhdetesteissä myös koettimien määrää 
vaihdeltiin 10 pmol:sta 250 fmol:iin, mistä tultiin siihen tulokseen, että 250 
fmol/koetin on riittävä määrä reaktiossa. Suuremmalla koetinmäärällä saatiin 
myös ennemmän taustan epäpuhtautta agaroosikuvissa. 
 
Sirutestauksessa reaktiot ensin denaturoitiin 94 C:ssa 2 minuuttia, ennen entsyy-
min lisäämistä, jotta alhaisissa lämpötiloissa ei muodostuisi epäspesifejä ligaa-
 21 
 
tiotuotteita. Entsyymin lisäämisen jälkeen reaktiot laitettiin suoraan 94 C lämpö-
tilaan.  Taulukossa 2 on esitetty käytetyt ligaatio-ohjelmat. 
 
TAULUKKO 2. Käytetyt ligaatio ohjelmat 
 Agaroosigeelielektroforeesi Siru 
Vaihe Lämpötila Inkubointi Lämpötila Inkubointi 
1 94 C  2 min 94 C  2 min 
2 94 C  30 s 94 C  30 s 
3 60 C 15 min 74 C 4 min 
4 Paluu kohtaan 2, 5 kertaa Paluu kohtaan 2, 19 kertaa 
5 4 C ikuisesti 4 C ikuisesti 
 
Olosuhdetesteissä agaroosieelielektroforeesimenetelmällä kokeiltiin annealing-
lämpötiloja 55 ja 65 C:n välillä. Sirutestauksessa lämpötilaa nostettiin aina 74 
C:seen asti, jotta koettimet saatiin toimimaan spesifisemmin ja väärät osumat 
minimoitua. Annealing aikaa vaihdeltiin 4 ja 15 minuutin välillä siten, että pi-
demmän ajan kanssa käytettiin vähemmän syklejä, joita kokeiltiin 6 ja 40 välillä.  
4.2.2 Eksonukleaasi I-entsyymi -käsittely 
Ligaation jälkeen jokaiseen reaktioon lisättiin 1 l (20 U) Eksonukleaasi I -
entsyymiä (Fermentas), jonka jälkeen reaktioita inkuboitiin 37 C:ssa 20 minuut-
tia ja 80 C:ssa 15 minuuttia entsyymin inaktivoimiseksi. Reaktio toistettiin aina 
samalla tavalla. 
4.2.3 PCR (Polymerase Chain Reaction) 
Agaroosigeelielektroforeesitesteissä käytettiin Kapa Hifi HotStart DNA-
polymeraasia (KapaBioSystems) ja sirutesteissä Paq5000 Hotstart DNA-
polymeraasia (Stratagene), jonka oli todettu toimivan tehokkaammin sirkulaarisen 
templaatin ja leimattujen alukkeiden kanssa (Ritari 2010). PCR-reaktiot tehtiin 30 
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l:n tilavuudessa. Reaktioon tuli entsyymin mukaisesti 5 tai 10 x puskuria 3 tai 6 
l, 0,625 l 10 mM dNTPmix (Kapa Hifi ja Finnzymes), 1,5 l 10 M UP-Cy3-
aluketta (Oligomer), 1,5 l 10 M RP-P-aluketta (Oligomer), 1 l (1 U) Kapa Hifi 
HotStart DNA-polymeraasia tai 0,5 l (2,5 U) Paq5000 Hotstart DNA-
polymeraasia, 9 l ligaatioreaktiota ja loput vettä. Taulukossa 3 on esitetty käyte-
tyt PCR-ohjelmat agaroosigeelielektroforeesi- ja sirutesteissä. 
 
TAULUKKO 3. Käytetyt PCR-ohjelmat 
 Agaroosigeelielektroforeesi Siru 
Vaihe Lämpötila Inkubointi Lämpötila Inkubointi 
1 95 C  3 min 95 C  3 min 
2 98 C  20 s 98 C  20 s 
3 54 C 10 s 58 C 10 s 
4 72 C 4 s 72 C 4 s 
5 Paluu kohtaan 2, 34 kertaa Paluu kohtaan 2, 19 kertaa 
6 4 C ikuisesti 4 C ikuisesti 
 
Olosuhdetestauksessa annealing lämpötilaa vaihdeltiin 52 ja 60 C:n välillä. Myös 
anneling- ja ekstensioaikoja lyhennettiin, mutta niiden ei todettu vaikuttavan tu-
lokseen. Useammilla sykleillä saatiin myös huomattavasti enemmän taustahäiriö-
tä, joten lopulta päädyttiin 20 syklin ohjelmaan (luku 5.2).  
4.2.4 Agaroosigeelielektroforeesi 
PCR-tuotteet ajettiin 2,5-prosenttiselle agaroosigeelille á 100 V ja 70 minuuttia. 
Myös 2-prosenttista geeliä kokeiltiin ja 60 min ajoaikaa, mutta bändien selkeäm-
män erottumisen takia valittiin pidempi aika ja tiheämpi geeli. Kaivoihin pipetoi-
tiin maksimimäärä 30 l PCR-tuotetta, jotta geelille saatiin mahdollisimman pal-
jon PCR-tuotetta bändien selkeyttämiseksi, ja 6 l geeliväriä (6 x loading dye). 
Molekyylikokostandardina käytettiin 1 l 50 bp GeneRuler DNA ladderia (Fer-
mentas). Värjäävänä aineena geelillä käytettiin etidium bromidia. 
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4.2.5 Lambda Eksonukleaasi -käsittely 
Lambda Eksonukleaasi -käsittely tehtiin aina heti ennen hybridisaatiota, koska 
pieni määrä yksijuosteista DNA:ta ei säily kovin pitkään. Jokaiseen reaktioon lai-
tettiin Lambda Eksonukleaasi-entsyymiä (Fermentas) 0,2 l (2 U) sekä 1 l 10 x 
puskuria. Reaktioita inkuboitiin 37 C:een lämpötilassa 15 minuuttia, jonka aika-
na entsyymi toimi, ja 75 C:ssa 10 minuuttia entsyymin inaktivoimiseksi. 
4.2.6 Hybridisaatio ja sirun skannaus 
Ennen hybridisaatiota sirut prehybridisoitiin 42 C:ssa vesihauteessa 50 ml:n fal-
con-putkissa prehybridisaatioliuoksessa, joka oli 6 x SSC:tä sekä 0,5 x SDS:ää. 
Siruja prehybridisoitiin 30–45 minuuttia, minkä jälkeen ne pestiin 3 x 5 minuuttia 
MQ-vedessä ravistelijassa 150 rpm huoneenlämmössä. Pesujen jälkeen sirut kui-
vattiin pöytäsentrifuugissa. Sirut pidettiin aina DNA-puoli ylöspäin, jotta pinta ei 




KUVIO 11. Hybrisaatiokammio (Arrayit Corporation 2010) 
 
Hybridisaatioliuosta tehtiin 60 l jokaiseen reaktioon, johon laitettiin 30 l (kaik-
ki) PCR-tuotetta, 15 l 20 x SSC:tä, 2 l (11mg/ml) Herrings DNA:ta, 1 l kont-
rollikoetinta ja loput vettä. Ennen kontrollikoettimen lisäämistä reaktiot denaturoi-
tiin inkuboimalla niitä 94 C:ssa 2 minuuttia, minkä jälkeen ne siirrettiin suoraan 
jäille. Kontrollikoettimen lisäämisen jälkeen hybridisaatioliuokset pipetoitiin si-
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rulle kammioihin. Kammiot peitettiin teipillä kuivumisen estämiseksi. Siruja in-
kuboitiin 53–54 C:ssa 2 tuntia. Inkuboinnin jälkeen kammioista poistettiin teipit, 
ja sirut huuhdeltiin ensin pipetoimalla kammioihin 100 l pesuliuosta, joka oli 0,1 
x SSC:tä ja 0,1 % SDS:ää. Huuhtelun jälkeen sirut poistettiin kammioista ja pes-
tiin 3 x 15 minuuttia pesuliuoksessa sekä 3 x 5 minuuttia MQ-vedessä. Kaikki 
pesut tapahtuivat ravistelijassa 150 rpm huoneenlämpötilassa. Pesujen jälkeen 
sirut kuivattiin jälleen pöytäsentrifuugissa. Sirut skannattiin GenePix Autoloader 
4200A -laitteella käyttäen GenePix6.1-tietokoneohjelmaa. Skannauksessa käytetyt 




5 TULOKSET JA NIIDEN ARVIONTI 
5.1 Koettimien testaaminen LDR-sirulla 
Sirutestaus suoritettiin kolmessa erässä siten, että templaatit jaettiin kolmeen 
osaan ja ne testattiin eri kerroilla (30.9., 8.10. ja 13.10.). Vaikka kaikki testausker-
rat tehtiin samalla tavalla, niiden välillä oli havaittavissa eroja signaalien intensi-
teeteissä (taulukko 7, luku 5.3). Kaikkien koettimien tulokset ovat liittessä 2. 
 
Sirutestauksessa tuloksia arvioitiin kolmella tavalla. Ensiksi arvioitiin koettimen 
toimivuutta oman synteettisen DNA-templaatin kanssa asteikolla hyvä, heikko ja 
ei toimi ollenkaan. Tässä ensimmäisessä arvioinnissa ei otettu ollenkaan huomi-
oon koettimen spesifisyyttä. Hyviksi arvioitiin koettimet, joiden signaali oli yli 
200, heikoiksi ne, joiden signaali oli alle 200, ja ei ollenkaan toimiviksi ne, joiden 
signaali oli alle 50–100 tai ne eivät erottuneet riittävän selkeästi taustan signaalis-
ta. Tämän arvioinnin perusteella hyviä oli 67 %, heikkoja 13 % ja toimimattomia 
18 %. Loput 2 % olivat rajatapauksia, joissa rinnakkaistestien tulokset antoivat 
päinvastaiset tulokset (B21 ja B24) (taulukko 7, luku 5.3). 
 
Toiseksi arvioitiin koettimien spesifisyyttä. Seitsemän koetinta todettiin käyttö-
kelvottomiksi, koska ne reagoivat hyvin tai heikosti vähintään 10 väärän templaa-
tin kanssa. Tällaisia koettimia olivat B3, B18, B34, B36, B37, A9 ja A11, joista 
B34, B37 ja A11 toimivat vain heikosti väärien templaattien kanssa. Taulukossa 4 
on esitetty epäspesifisesti toimivien koettimien osuudet. Koettimia, jotka toimivat 
täysin spesifisesti tai vain heikosti yhden väärän templaatin kanssa, oli suurin osa 
eli 71 %. Yhden väärän templaatin kanssa hyvin tai maksimissaan kahden väärän 
templaatin kanssa heikosti toimivia koettimia oli 15 %, 6–9 väärän templaatin 




TAULUKKO 4. Epäspesifisesti toimivien koettimien määrät ja osuudet 
Väärien templaattien määrä Koettimien määrä  Koettimien %-osuus 
0 tai 1 heikosti 62 71 
1 hyvin tai 2 heikosti 13 15 
2–5 4 5 
6–9 1 1 
yli 10 7 8 
Yhteensä 87 100 
 
Kolmanneksi arvioitiin koettimien laatua kokonaisuudessaan, ottaen huomioon 
koettimen toimivuuden oman templaatin kanssa, spesifisyyden ja koettimen anta-
man signaalin voimakkuuden vääriin signaaleihin nähden. Toivottavaa siis oli, 
että haluttu koetin antoi selvästi voimakkaimman signaalin verrattuna mahdolli-
siin epäspesifeihin signaaleihin. Koettimet arvioitiin asteikolla 1–5 (taulukko 5). 
Koettimista erinomaisia oli 38 %, hyviä 22 %, heikkoja 18 %, epäspesifejä 8 % ja 
toimimattomia 14 %.  
 
TAULUKKO 5. Koettimien kokonaislaadun arviointiin käytetty asteikko ja koet-







Erinomainen, toimii hyvin ja vahvasti vääriin signaa-
leihin nähden, on spesifi (0 väärää signaalia tai 1 heikos-
ti erottuva väärä signaali ) 
33 38 
2 
Hyvä, toimii hyvin ja melko vahvasti vääriin signaalei-
hin nähden, on melko spesifi (1 hyvin erottuva väärä 
signaali tai 2 heikosti erottuvaa) 
19 22 
3 
Heikko, toimii heikosti tai heikosti vääriin signaaleihin 
nähden tai ei ole spesifi (yli 2 väärää signaalia) 
16 18 
4 Toimii, mutta on epäspesifi (yli 10 väärää signaalia) 7 8 
5 Toimimaton oman templaatti-DNA:n kanssa 12 14 
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5.2 Esitestauksen tulokset 
Ennen sirutestausta koettimien toimivuutta arvioitiin agaroosigeelielektroforeesi-
menetelmällä näkyvien bändien perusteella. Jos bändi näkyi kuvassa selkeästi, 
arvioitiin koettimen toimivuus hyväksi, jos bändi näkyi himmeästi tai hieman vää-
rässä kohdassa, arvioitiin toimivuus heikoksi, ja jos bändiä ei havaittu ollenkaan, 
arvioitiin koetin toimimattomaksi (kuvio 12). Haluttu bändi oli noin 120 emäspa-
rin pituinen. Kuvissa näkyi myös selkeästi halutun bändin moninkertoja. Testa-
tuista koettimista toimi hyvin 14 %, heikosti 38 % ja ei ollenkaan 48 %.  
 
 
A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 
heikko heikko ei hyvä heikko hyvä heikko heikko 
KUVAIO 12. Esimerkkikuva agaroosigeelielektroforeesitestauksen tuloksista  
 
Agaroosigeelitestaus tehtiin kuudessa erässä, joista A1–A14 tuloksista saatiin 
parhaimmat bändit näkyviin. Syynä saattoi olla se, että näitä koettimia ei ollut 
käytetty juurikaan olosuhdetesteissä ja sulatettu pakastimesta aiemmin, jolloin 









Menetelmää ei saatu toimimaan riittävän hyvin ja tarkasti. Bändit näkyivät epä-
selvästi, ja kuvissa näkyi paljon taustaa. Agaroosigeelikuvien perusteella oli tar-
koitus valita koettimet sirutestaukseen eli jättää pois kaikki varmasti ei toimivat, 
mutta näin ei voitu menetellä tulosten ollessa epäluotettavia. Vasta sirutestaukses-
sa kokeiltiin pudottaa PCR:ssä syklejä 35:stä 20:een, jolloin agaroosigeelikuvissa 
(kuvio 13) näkyi selkeät bändit eikä juuri laisinkaan taustahäiriötä, jota 35 syklillä 
näkyy huomattavan paljon, eivätkä bändit myöskään erotu selvästi (kuvio 14). 
Lisäksi testeissä käytettiin eri entsyymeitä. Agaroosigeeliektroforeesitesteissä 
käytettiin Kapa Hifi HotStart DNA-polymeraasia (KapaBioSystems) ja sirutes-
teissä Paq5000 Hotstart DNA-polymeraasia (Stratagene), joka todennäköisesti 
toimi huomattavasti tehokkaammin PCR:ssä. Kuvioiden 13 ja 14 testeissä on mo-
lemmissa käytetty Paq5000 Hotstart DNA-polymeraasia. 
 
 
KUVIO 13. Olosuhdetesti sirutestausta varten: ligaatiossa annealing-lämpötilat  





KUVIO 14. Olosuhdetesti sirutestausta varten: ligaatiossa annealing lämpötilat  
68 C ja 70 C sekä PCR:ssä 58 C ja anneling-aika 10 s, 35 sykliä  
5.3 Koettimien testaamisen haasteita 
Agaroosigeelielektroforeesilla oli alun perin tarkoitus selvittää, mitkä koettimet 
voidaan jättää pois sirutestauksesta. Tämä ei kuitenkaan onnistunut, koska ilmeni, 
että agaroosigeelitestauksessa toimimattomiksi havaitut koettimet toimivatkin 
sirutestauksessa ja toisin päin (taulukko 6). 
  
TAULUKKO 6. Agaroosigeelielektroforeesi- ja sirutestauksen tulosten vertailu 






Hyvä 12 58 11 
Heikko 33 11 5 
Ei toimi ollenkaan 42 16 7 
 
 
LIGAATIO 68°C LIGAATIO 70°C
PCR 58°C, 10 s, 35 sykliä
B1  B56 neg.    B1    B56    neg.
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Sirutestauksen haasteena oli löytää sopivat olosuhteet, joissa koettimet toimisivat 
riittävän vahvalla signaalilla ja samalla mahdollisimman spesifisesti. Samat ligaa-
tio- ja PCR-olosuhteet, joita oli käytetty agaroosigeelielektroforeesitesteissä, eivät 
sopineetkaan suoraan sirutestaukseen, koska saaduissa tuloksissa oli liikaa epä-
spesifejä signaaleja, joita ei ollut voinut ennustaa tehtyjen agaroosigeelikokeiden 
perusteella. Olosuhdetestaus aloitettiin käyttämällä 23 koetinta ja 0–4 templaattia 
jokaisessa reaktiossa. Olosuhdetesteissä epäspesifeiksi koettimiksi osoittautuivat 
koettimet B2, B20, B39, B44, A1 ja A2, joista kuitenkaan yksikään ei varsinaisis-
sa testeissä osoittautunut erityisen epäspesifiksi. Ligaatioreaktion annealing-
lämpötilaa nostettiin aina 74 C:seen epäspesifien signaalien minimoimiseksi. 
Kun varsinaisiin testeihin otettiin mukaan kaikki 87 koetinta, epäspesifeiksi ”häi-
riköiksi” osoittautuivatkin eri koettimet kuin olosuhdetestauksen perusteella olisi 
voinut ennakoida. 
 
Lisäksi testauksessa saatiin hieman poikkeavia tuloksia samojen koettimien välil-
lä, kun niiden testaus uusittiin samoilla olosuhteilla. Kolmannessa testauserässä 
uusitut koettimet (B20–B26 ja A1–A2) antoivat hieman eriäviä tuloksia (taulukko 
7). Koettimet B21 ja B24 antoivat eri testauskerroilla päinvastaiset tulokset. En-
simmäisellä kerralla B21 toimi hyvin ja B24 ei tominut ollenkaan, ja toisella tes-
tauskerralla tulokset olivat toisin päin. Kottimet B20, B22 ja B26 toimivat en-
simmäisessä testauksessa heikosti, mutta toisella testauskerralla niiden signaalit 
olivat hyvät. Koettimet A1 ja A2 toimivat erinomaisesti ensimmäisellä testausker-
ralla (30.9.), jota voidaan muidenkin tulosten perusteella pitää erittäin hyvin on-
nistuneena. Toisella kerralla ne toimivat edelleen hyvin, mutta niiden signaalit 
olivat huomattavasti pienemmät. Koettimen A1 signaali heikkeni yli 90 % ja 
A2:sen 40 %. Tuloksesta voidaan päätellä, että signaalien yleinen taso saattoi olla 
heikompi 13.10. testauserässä kuin 30.9., vaikka olosuhteet sekä reagenssien ja 
templaatin määrät olivat molemmilla kerroilla samat. Myös väärät signaalit vaih-
telivat hieman eri testauskerroilla. Esimerkiksi koettimen B21 templaattiin reagoi 
ensimmäisellä testauskerralla koetin B51, jota ei havaittu toisella kerralla, jolloin 





TAULUKKO 7 Rinnakkaisista testauskerroista saadut tulokset koettimista B20–
B26 ja A1–A2 
Templaatti 

















B20 heikko 200 B36, B18 hyvä 1500 
B36, B3(H) ja 
A9(H) 
B21 ei - 





B22 heikko 100 B36(H) ei - 
B36, B3ja 
A9(H) 
B23 ei - B36(H) ei - 
B10(H), B29, 
B42 ja A6 
B24 hyvä 400 B36(H) ei - 
B10(H), B30, 
B43 
B25 hyvä 800 B3(H), B36 hyvä 400 B3, B36 
B26 heikko 80 B3(H), B36(H) hyvä 800 
B36, B3(H) ja 
A9(H) 
A1 (30.9) hyvä 25 000 
B36, B3(H) ja 
A9(H) 
hyvä 2000 B3 ja B36 
A2 (30.9) hyvä 25 000 B36 hyvä 15 000 
B36, B3 ja 
A9(H) 
 
Olosuhdetestauksissa tulosten signaalien voimakkuudet olivat erittäin hyviä. 
Viimeinen olosuhdetesti tehtiin 28.9., missä käytettiin 23 koetinta ja kolmea eri 
templaattia sekä yhtä negatiivista näytettä. Lämpötilaolosuhteet olivat samat, joita 
käytettiin varsinaisissa testeissä (katso taulukot 2 ja 3, luvut 4.2.1 ja 4.2.3) eli 
ligaatiossa anneling-lämpötila 74 C ja PCR:ssä anneling-lämpötila 58 C. Tässä 
testissä saadut oikeiden koettimien signaalien voimakkuudet olivat 10 000–
60 000. Koetin B65, joka varsinaisessa testauksessa antoi heikon signaalin (noin 
100), antoi olosuhdetestissä erittäin vahvan signaalin (30 000). Näinpä eri 
kerroilla tehtyjen testien signaalit eivät välttämättä ole vertailtavissa. Kuitenkin on 




5.4 Tulosten vertailu koettimien DNA-sekvensseihin 
Epäspesifisesti toimivia koettimien DNA-sekvenssejä vertailtiin niihin, joiden 
kanssa ne menivät sekaisin. Sekvenssien vertailu tehtiin linjaamalla ne ClustalW-
ohjelmalla. Koettimien B57, B58 ja B61 sekvenssien välillä löytyy silmämääräi-
sesti jonkinlainen yhtenevyys, kun kaikkien muiden keskenään epäspesifisesti 
toimineiden koettimien välillä oli korkeintaan n. 50 % yhtenevyys. Kaikki kolme 
koetinta on suunniteltu samaan heimoon (Polyangiaceae) kuuluville lajeille. 
 
Halttunen (2010) on opinnäytetyössään arvioinut suunnittelemiensa koettimien 
laatua sen perusteella, kuinka monta osumaa niiden sekvensseillä on löytynyt se-
dimentin mikrobistoa kuvaavasta tietokannasta (sisältää 8 379 sekvenssiä) ja 
NCBI:n nr/nt–tietokannasta. Erinomaisia koettimia ovat ne, jotka vastaavat vain 
yhtä sekvenssiä sedimentin mikrobiston tietokannasta, hyvät vastaavat maksimis-
san kahta, kohtalaiset enintään 4 ja huonot vastaavat oman sekvenssin lisäksi jota-
kin toista ympäristönäytteissä mukana ollutta lajia, jolloin ne todennäköisesti an-
tavat väärän signaalin sirulla. Halttusen arvion mukana koettimista 52 on erin-
omaisia, 25 hyviä, 8 kohtalasia ja kaksi huonoja. (Halttunen 2010, 43.) 
 
Tässä työssä koettimia testattiin niitä vastaavilla synteettisillä DNA-templaateilla. 
Koska koettimet oli suunniteltu siten, että niissä ei olisi keskinäistä vastaavuutta, 
teoriassa niiden ei pitäisi toimia toistensa DNA templaatteihin. Siitä syystä tässä 
työssä testauksen jälkeen koettimien laadun arviointi perustui eri kriteereihin kuin 
Halttusen arviointi. Kun koettimia käytetään ympäristönäytteiden analysoinnissa, 
täytyy tuloksia tarkastellessa ottaa huomioon molemmat arvioinnit koettimien 
laadusta. Esimerkiksi osa koettimista, jotka Halttunen (2010) on arvioinut kohta-
laisiksi (B39, B69 ja B73), on tässä työssä arvioitu erinomaisiksi. Ne voivat kui-
tenkin tuntemattomista ympäristönäytteistä havaita maksimissaan kolme muuta 
sedimentin mikrobilajia oman lajinsa lisäksi, joten ne eivät toimi välttämättä täy-
sin spesifisesti. Sitä vaihtoehtoa ei tässä työssä kuitenkaan tutkittu käytännössä, 





Kun yhdistetään tässä työssä saatujen tulosten perusteella tehdyt arviot sekä Halt-
tusen arvio koettimien hyvyydestä, saadaan kaikkein todennäköisimmin parhaiten 
toimivat koettimet selville. Molempien arviointien mukaan erinomaisia on 19 ja 
hyviä 29. Koetin arviotiin erinomaiseksi vain, jos se molempien arviointien mu-
kaan oli erinomainen. Hyväksi arviotiin ne koettimet, jotka molemmat tai toinen 
oli arvioinut hyväksi. Koettimet, jotka olivat saaneet jotain muuta arvioksi jom-






6 YHTEENVETO JA JOHTOPÄÄTÖKSET 
Tutkimuksen tarkoituksena oli selvittää aiemmin suunniteltujen 87 DNA-
koettimen toimivuus ja spesifisyys universaalilla LDR-sirulla käyttäen synteettistä 
DNA:ta templaattina. Tuloksia tarkasteltiin kahdella menetelmällä: agaroosigee-
lielektroforeesilla ja hybridisaatiolla LDR-sirulle. 
 
LDR-sirulta saatujen tulosten perusteella koettimia arvioitiin kolmella tavalla. 
Ensin arvioitiin niiden toimimista ja signaalin voimakkuutta oman templaatti 
DNA:n kanssa, toiseksi arvioitiin koettimien spesifisyyttä ja kolmanneksi niiden 
signaalin voimakkuutta verrattuna väärien signaalien voimakkuuteen. Näiden 
seikkojen perusteella koettimet luokiteltiin viiteen ryhmään: erinomaiset, hyvät, 
heikot, epäspesifit ja toimimattomat. Erinomaisia koettimia oli 33, hyviä 19, heik-
koja 16, epäspesifejä 7 ja toimimattomia 12.  
 
Testatuista koettimista toimi erinomaisesti tai hyvin 52 eli 60 %. Tulosta voidaan 
pitää heikkona verrattuna kirjallisuudessa raportoituihin tuloksiin, joissa koetti-
mista on toiminut lähes 100 % (Busti ym. 2002, Hultman ym. 2008, Castiglioni 
ym. 2004, Akhras ym. 2007). Näissä vertailututkimuksissa ei tosin ole käsitelty 
sedimentin mikrobistoa ja koettimiakin on testattu huomattavasti vähemmän 
enimmillään noin 20. Joten tässä tutkimuksessa saatiin kuitenkin hyvin toimivia 
koettimia huomattavasti enemmän. Lisäksi 7 koetinta toimi epäspesifisesti eli an-
toi ainakin heikon signaalin vähintään 10 väärän templaatin kanssa. Aikaisemmis-
sa tutkimuksissa pienemmillä koetinmäärillä on saatu huomattavasti spesifisempiä 
tuloksia. Consolandin ym. (2004) tekemien tutkimusten mukaan ainakin 54 eri-
laista koetinparia voidaan yhdistää ilman, että se vaikuttaa menetelmän tehokkuu-
teen (Castiglioni ym. 2004). 
 
Menetelmässä oli useita työvaiheita ja olosuhteiden optimointi oli melko työlästä 
ja hankalaa. Koettimien epäspesifisyys tai heikot signaalit saattoivat myös johtua 
käytetyistä lämpöolosuhteista. Testauksen alusta alkaen tehokkaampaa olisi ollut 
käyttää agaroosigeelielektroforeesi- ja sirumenetelmää rinnakkain, jos se olisi 
ollut fyysisesti mahdollista. Silloin olosuhteiden optimointi olisi ollut tehokkam-
paa ja helpomaa ja koko ajan olisi saatu informaatiota koettimien spesifisyydestä, 
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joka nyt jäi agaroosigeelielektroforeesitestauksessa täysin huomioimatta. Olosuh-
detestauksessa olisi ollut hyvä käyttää koko ajan mukana myös ympäristönäyttei-
tä, jotta niidenkin toimivuudesta olisi ollut parempi käsitys. Lisäksi jokin positii-
vinen kontrollikoetin olisi ollut erittäin tarpeellinen ligaatiovaiheessa. Akhras ym. 
(2007) käyttivät ligaatioissa kontrollikoetinta, joka reagoi käytettyyn tausta 
DNA:han. Tällaista kontrollikoetinta voi hyödyntää myös sirutuloksissa  
arvioitaessa eri testauskertojen signaalien intensiteettejä. Tässä testauksessa kont-
rollikoetin olisi siis kannattanut suunnitella vastaamaan herrings DNA:ta. 
 
Koettimien yhdistymisen onnistumista ei päästy tarkastamaan mitenkään, joten ei 
ollut varmuutta, mikä oli koetinlaimennoksen pitoisuus todellisuudessa. Sillä tus-
kin oli merkitystä lopputuloksen kannalta, sillä koettimia käytetään hyvin eri mää-
riä, esimerkiksi Akhras ym. (2007) käyttivät tekniikassaan 5 fmol/koetin ja Hult-
man ym. (2008) 2 pmol/koetin verrattuna 250 fmol/koetin, jota käytettiin tässä 
tutkimuksessa. 
 
Sirutestauksen rinnakkaiskokeiden antamat erilaiset tulokset vaatisivat lisätestaus-
ta ja tutkimusta. Eri kerroilla samalla tavalla tehtyjen reaktioiden signaalien voi-
makkuutta tulisi voida vertailla keskenään esimerkiksi kontrollikoettimen avulla, 
jotta tiedettäisiin varmuudella, johtuuko heikko signaali koettimesta vai jostakin 
ulkopuolisesta tekijästä. 
 
Tuloksia vertailtiin myös suunnittelijan arvioon koettimien hyvyydestä. Kun nämä 
arviot yhdistettiin, erinomaisia jäi jäljelle 19 ja hyviä 29. Erinomaiset koettimet 
toimivat erittäin spesifisesti ja antavat voimakkaan signaalin kohde-DNA:sta. Hy-
vät koettimet saattavat antaa epäspesifisin signaalin 1–3 väärästä järvisedimentin 
mikrobista, mutta toimivat myös hyvin oman templaatin kanssa.  
 
Nykyisin 454-pyrosekvensointi menetelmällä saadaan DNA-sekvensointitietoa 
erittäin nopeasti ja paljon, mikä edesauttaa myös koettimien suunnittelua LDR-
sirua varten. 454-tulosten käsittely on kuitenkin hidasta ja aikaavievää, joten se ei 
sovellu nopeaksi ympäristömikrobien identifiointimenetelmäksi. Myöskään suuret 
näytemäärät eivät sovellu 454-sekvensointiin toisin kuin DNA-siruille, jotka 
mahdollistavat suurien näytemäärien käsittelyn. Joka tapauksessa DNA-
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mentelmillä saadaan huomattavasti enemmän tietoa kuin perinteisillä viljelymen-
telmillä ja sekvensoinnin kehittyessä sekvenssitietokannat laajenevat ja yhä 
enemmän uusia mikrobilajeja tunnistetaan erilaisista ympäristöistä. Tämä auttaa 
myös uusien DNA-sirukoettimien suunnittelussa. Tässä opinnäytetyössä saatiin 
yhdessä Halttusen (2010) suunnittelutyön avulla aikaiseksi 48 käyttökelpoista ja 
toimivaa LDR-koetinta ja työ vei omalta osaltaan ympäristösirun kehitystä eteen-
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Liite 1  Kaikkien testattujen koettimien biologinen alkuperä ja sekvenssit 
 






KAIKKIEN TESTATTUJEN KOETTIMIEN BIOLOGINEN ALKUPERÄ JA 
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Rhodocyclus sp., mixed 
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gula boonei strain SN19 













































































































































































B1 hyvä ei ei muita 0 hyvä 1 1 1 
B2 ei ei ei muita 0 
 
5 1 0 
B3 hyvä heikko yli 10 71 hyvä 4 2 0 
B4 hyvä heikko ei muita 0 hyvä 1 1 1 




2 hyvä 2 1 2 
B7 hyvä ei 
B67 hei-
kosti 
1 hyvä 1 1 1 
B8 hyvä heikko ei muita 0 ok 2 1 2 
B9 hyvä ei ei muita 0 hyvä 1 2 2 





4 hyvä 3 1 0 
B11 hyvä heikko ei muita 0 hyvä 1 1 1 
B12 hyvä heikko ei muita 0 ok 1 1 1 




2 hyvä 2 2 2 
B14 hyvä heikko ei muita 0 ok 1 2 2 
B15 hyvä ei ei muita 0 hyvä 1 1 1 
B16 hyvä ei ei muita 0 hyvä 1 1 1 
B17 hyvä ei B58 1 hyvä 2 2 2 
B18 hyvä ei yli 10 17 hyvä 4 1 0 





B13 ja B9 
heikosti 
2 ok 2 1 2 




ei ei muita 0 ok 3 2 0 
B23 ei /ei ei A10 1 
 
5 1 0 











1 ok 2 2 2 









5 2 0 
B29 hyvä heikko B23 1 hyvä 2 1 2 
B30 heikko heikko B24 1 ok 2 1 2 
B31 hyvä heikko ei muita 0 hyvä 1 1 1 
B32 ei ei ei muita 0 
 
5 1 0 
B33 ei ei 




5 2 0 
B34 hyvä hyvä 
yli 10 
heikosti 
14 hyvä 4 1 0 
B35 ei hyvä ei muita 0 
 
5 1 0 
B36 hyvä ei yli 10 79 hyvä 4 2 0 
B37 heikko ei 
yli 10 
heikosti 
10 heikko 4 3 0 
B38 ei ei ei muita 0 
 
5 3 0 
B39 hyvä hyvä ei muita 0 hyvä 1 3 0 




2 heikko 3 1 0 
B41 hyvä heikko 
B80, B12, 
B2, A9, 
A8, A7 ja 
A6 hei-
kosti 
7 hyvä 3 1 0 
B42 hyvä hyvä 
A10, B23, 
B24 / B28 
heikosti 
4 hyvä 3 3 0 
B43 hyvä heikko A10 1 hyvä 2 1 2 
B44 heikko heikko 
B58 hei-
kosti 
1 hyvä 3 1 0 
B45 ei heikko ei muita 0 
 
5 1 0 
B46 hyvä ei ei muita 0 hyvä 1 1 1 




2 hyvä 2 1 2 
B49 heikko heikko ei muita 0 heikko 3 1 0 
B51 heikko ei 
B21 hei-
kosti 
1 hyvä 3 1 0 
B52 hyvä ei ei muita 0 hyvä 1 1 1 
B55 ei ei ei muita 0 
 
5 2 0 
B56 hyvä ei B59 1 hyvä 2 1 2 
B57 hyvä hyvä 
B58 / B38 
ja B61 
heikosti 
3 hyvä 3 1 0 
B58 hyvä heikko 
B61 ja 
B57 
2 ok 3 1 0 




B60 hyvä hyvä ei muita 0 ok 2 1 2 
B61 hyvä ei ei muita 0 ok 2 1 2 
B62 hyvä hyvä ei muita 0 hyvä 1 1 1 
B63 hyvä ei ei muita 0 heikko 3 2 0 
B64 hyvä heikko ei muita 0 hyvä 1 2 2 
B65 heikko ei ei muita 0 heikko 3 4 0 
B66 hyvä heikko 
B37 hei-
kosti 
1 hyvä 1 1 1 
B67 hyvä ei ei muita 0 hyvä 1 2 2 
B68 hyvä ei ei muita 0 hyvä 1 2 2 
B69 hyvä heikko ei muita 0 hyvä 1 3 0 
B70 heikko heikko ei muita 0 ok 3 1 0 
B71 ei heikko ei muita 0 
 
5 1 0 





5 3 0 
B73 hyvä heikko ei muita 0 hyvä 1 3 0 
B74 heikko ei ei muita 0 ok 2 3 0 
B78 hyvä ei ei muita 0 hyvä 1 1 1 
B79 hyvä ei 
B21 hei-
kosti 
1 hyvä 1 1 1 
B80 heikko ei ei muita 0 ok 2 2 2 
B81 hyvä ei 
B65 hei-
kosti 











1 hyvä 1 2 2 
A3 hyvä ei ei muita 0 hyvä 1 2 2 
A4 hyvä hyvä ei muita 0 hyvä 1 1 1 
A5 hyvä heikko ei muita 0 hyvä 1 1 1 
A6 hyvä hyvä B23 1 ok 2 1 2 
A7 hyvä heikko ei muita 0 hyvä 1 2 2 
A8 hyvä heikko ei muita 0 ok 2 1 2 
A9 hyvä heikko yli 10 30 hyvä 4 2 0 
A10 ei heikko ei muita 0 
 
5 1 0 
A11 hyvä hyvä 
yli 10 
heikosti 
11 hyvä 4 1 0 
A12 hyvä heikko ei muita 0 hyvä 1 1 1 
A13 hyvä hyvä ei muita 0 hyvä 1 2 2 









SELITTEET EDELLÄ OLEVAAN TAULUKKOON 
Halttusen arvio  Arvioiden yhdistäminen  
1 erinomainen 1 erinomainen 
2 hyvä 2 hyvä 
3 kohtalainen   
4 huono   
 
